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Streszczenie
Mimo ogromnego postępu związanego z wprowadzeniem do terapii chorych na przewlekłą
białaczkę szpikową (CML) inhibitorów kinazy tyrozynowej (TKI) u około 15% pacjentów
stwierdza się oporność na leczenie I linii za pomocą imatynibu (IM). Jest ona w około 40%
przypadków związana z obecnością mutacji w obrębie domeny kinazowej BCR-ABL1 (KD
BCR-ABL1). Część defektów jest oporna na IM, a jego stosowanie prowadzi do selekcji klonów
opornych niewrażliwych także na TKI II generacji (dazatynib, nilotynib). W pracy przedsta-
wiono przebieg choroby u pacjentki z CML w fazie przewlekłej, u której z powodu oporności na
IM podjęto leczenie nilotynibem. Stosowanie leku doprowadziło do uzyskania większej odpo-
wiedzi cytogenetycznej, a następnie jej utraty, w wyniku obecności mutacji Y253H KD BCR-
-ABL1. Zmiana inhibitora II generacji na dazatynib pozwoliła uzyskać całkowitą odpowiedź
hematologiczną po 3 miesiącach terapii. Niestety, wkrótce potem rozpoznano fazę akceleracji
choroby i potwierdzono obecność innej mutacji F317L KD BCR-ABL1. Przebieg choroby
u wspomnianej chorej był podstawą do podjęcia dyskusji dotyczącej zjawiska presji selekcyjnej
związanego ze stosowaniem TKI u chorych z CML.
Słowa kluczowe: przewlekła białaczka szpikowa, inhibitory kinazy tyrozynowej BCR-ABL1,
selekcja klonalna, presja selekcyjna, terapia sekwencyjna
Hematologia 2010; 1, 3: 261–266
Abstract
Despite a great progress related to the introduction of tyrosine kinase inhibitors (TKI) to the
therapy of patients with chronic myeloid leukemia (CML), resistance to the first-line treatment
with imatinib (IM) is diagnosed in about 15% of patients. In about 40% of cases it is related to
the presence of mutations affecting kinase domain of BCR-ABL1 (KD BCR-ABL1). Some
262
Hematologia 2010, tom 1, nr 3
www.hematologia.viamedica.pl
defects are IM-resistant and its further administration leads to the selection of resistant clones,
insensitive also to the 2nd generation TKIs (dasatinib, nilotinib). This paper focuses on medical
history of patient diagnosed with CML in the chronic phase in whom nilotinib treatment was
started due to the appearance of IM-resistance. Administration of nilotinib allowed to obtain
major cytogenetic response and, subsequently, its loss due to the emergence of Y253H mutation
within KD BCR-ABL1. Substitution of the 2nd generation drug to dasatinib allowed to obtain
complete hematological response after 3 months of treatment. Unfortunately, the acceleration
phase of the disease and the presence of another F317L mutation of KD BCR-ABL1 were
documented thereafter. Disease outcome in the presented case was the reason for undertaking
a discussion about selection pressure phenomenon related to TKI administration in patients
with CML.
Key words: chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1 tyrosine kinase inhibitors, clonal selection,
selection pressure, sequential therapy
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Wprowadzenie
Poznanie patogenezy przewlekłej białaczki
szpikowej (CML, chronic myeloid leukemia) umoż-
liwiło opracowanie leków celowanych molekular-
nie. Stało się to możliwe po odkryciu translokacji
(9;22)(q34;q11) obecnej u pacjentów z CML oraz
odpowiadającego jej genu fuzyjnego BCR-ABL1
kodującego białko o aktywności kinazy tyrozynowej.
Wprowadzenie do leczenia inhibitorów kinazy tyro-
zynowej (TKI, tyrosine kinase inhibitor) BCR-ABL1
I generacji (imatynibu [IM, imatinib]) oraz II gene-
racji (nilotynibu, dazatynibu) było przełomem w le-
czeniu CML [1, 2]. Miejsce TKI w leczeniu CML
ostatecznie potwierdziły wyniki badania IRIS (Inter-
national Randomized Study of Interferon and STI71).
Wykazano w nich, że zastosowanie IM w dawce
400 mg na dobę u pacjentów z CML w fazie przewle-
kłej (CP, chronic phase) prowadzi do całkowitej odpo-
wiedzi hematologicznej (CHR, complete hematological
response) u 96% chorych. Okazało się także, że u 76%
pacjentów można uzyskać całkowitą odpowiedź cyto-
genetyczną (CCyR, complete cytogenetic response), ro-
zumianą jako zmniejszenie liczby komórek szpiku
z obecną t(9;22)(q34;q11) poniżej 1% w warunkach ho-
dowli in vitro. W badaniu IRIS jednoznacznie potwier-
dzono także znaczną poprawę odległych wyników le-
czenia — po 72-miesięcznej obserwacji przebiegu
terapii okazało się, że przeżycie wolne od zdarzeń
(EFS, event free survival) i przeżycie całkowite (OS,
overall survival) wynoszą odpowiednio 83% i 88% [3].
Mimo ogromnego postępu związanego z wpro-
wadzeniem TKI do terapii chorych z CML, u nie-
wielkiej części pacjentów stwierdza się oporność na
leczenie. Przyczyny tego zjawiska są złożone. Jednym
z możliwych powodów pojawienia się oporności na
TKI jest obecność mutacji w obrębie sekwencji
kodującej strukturę aminokwasową domeny kina-
zowej (KD, kinase domain) kinazy tyrozynowej
BCR-ABL1 (KD BCR-ABL1, kinase domain of BCR-
-ABL1) lub wykształcenie w komórkach macierzy-
stych CML niezależnych od BCR-ABL1 szlaków
przekazywania sygnału proliferacyjnego, w tym
między innymi przez kinazy Lyn lub Hck [4–6].
Przyczyną oporności może być także, postulowana
przez licznych autorów, niewrażliwość komórek
macierzystych CML na TKI. Według aktualnych
danych część komórek macierzystych CML jest
w stanie „uśpienia” i pozostaje niewrażliwa na sto-
sowanie TKI. Wykazują ponadto zdolność podtrzy-
mywania funkcji życiowych dzięki sprawności innych
mechanizmów homeostatycznych [7]. Potwierdze-
niem tej hipotezy jest obserwacja, że u części pacjen-
tów nawet po uzyskaniu remisji molekularnej cho-
roby po około 3 miesiącach od zaprzestania leczenia
TKI dochodzi do klinicznie jawnej wznowy [8].
Nie można także wykluczyć, że u chorych na
CML pula komórek macierzystych z t(9;22)(q34;q11)
nie jest jednorodna pod względem towarzyszących
zaburzeń cytogenetycznych i molekularnych. Z tego
powodu po włączeniu TKI można preferencyjnie
selekcjonować klony oporne na TKI. Potwierdze-
niem tej hipotezy są obserwacje poczynione u cho-
rych przed rozpoczęciem terapii TKI oraz w trakcie
terapii sekwencyjnej za pomocą TKI II generacji.
Wykazano w nich, że u części osób z opornością
mutacyjną na IM defekty molekularne odpowiedzial-
ne za niepowodzenie terapii są obecne w niewielkiej
ilości komórek BCR-ABL1(+) już przed rozpoczę-
ciem leczenia [9] oraz że u pacjentów leczonych se-
kwencyjne TKI z różną częstością dochodzi do poja-
wienia się określonych mutacji KD BCR-ABL1 [10].
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U części pacjentów opornych na IM (zarówno
z opornością mutacyjną, jak i niemutacyjną), a następ-
nie nilotynib najczęściej stwierdza się obecność muta-
cji KD BCR-ABL1 w pozycjach aminokwasowych
253, 255, 359 oraz 311. Natomiast u chorych opornych
na IM i dazatynib najczęstszą przyczyną niepowodze-
nia terapii jest obecność mutacji KD BCR-ABL1 pro-
wadząca do substytucji pozycji aminokwasowej V299L
oraz V317L [11]. Przyczyna preferencyjnego występo-
wania określonych mutacji u chorych na CML leczo-
nych sekwencyjnie TKI nie jest do końca poznana.
Stwarza jednak lekarzom prowadzącym terapię rzeczy-
wiste trudności w wyborze TKI II generacji [12].
Poniżej przedstawiono przypadek pacjentki,
u której oporność na IM była powodem wdrożenia
terapii sekwencyjnej nilotynibem, a następnie da-
zatynibem. Zastosowanie nilotynibu doprowadziło
do wyselekcjonowania klonu Y253H, a dazatynibu
— do zaniku klonu Y253H i powstania/selekcji klo-
nu z mutacją F317L KD BCR-ABL1, niewrażliwego
na działanie tego leku. Przypadek ten dokumentuje
diagnostyczne i terapeutyczne implikacje zjawiska
presji selekcyjnej u chorych z CML w przypadku
stosowania TKI w sposób sekwencyjny.
Opis przypadku
Chora w wieku 68 lat, z rozpoznaniem CML
w fazie przewlekłej (wskaźnik Sokala > 1,2) ustalo-
nym w czerwcu 1998 roku, w latach 1998–2001 była
leczona interferonem a (IFNa) — początkowo w daw-
ce 5 mln jm./m2, a następnie, po uzyskaniu remisji
hematologicznej, w dawce 3 mln jm./m2. W ocenie
klinicznej, przeprowadzonej w listopadzie 2001 roku,
potwierdzono utratę CHR (liczba płytek > 1000 G/l)
przy obecności w badaniu cytogenetycznym szpiku
89% metafaz z translokacją t(9;22)(q34;q11). Z tego
powodu odstawiono IFNa i włączono leczenie cy-
toredukcyjne hydroksykarbamidem w dawce 50 mg/
/kg mc. doustnie, które kontynuowano przez
18 miesięcy. W 2003 roku chorą zakwalifikowano do
leczenia IM, początkowo w dawce 400 mg na dobę.
Większą odpowiedź cytogenetyczną (MCyR, major
cytogenetic response), która była maksymalną odpo-
wiedzią na leczenie obserwowaną u tej chorej, uzy-
skano po pierwszych 6 miesiącach terapii — 28%
metafaz z obecną t(9;22)(q34;q11).
W ocenie przeprowadzonej po kolejnych
12 miesiącach stosowania IM stwierdzono utratę
MCyR — 44% metafaz z obecną t(9;22)(q34;q11).
Z tego powodu dawkę IM zwiększono do 600 mg na
dobę. Leczenie IM ostatecznie zakończono w 2006
roku z powodu dalszej progresji choroby — 100%
analizowanych metafaz z obecną t(9;22)(q34;q11).
Ze względu na nadpłytkowość (1200 G/l) ponownie
włączono leczenie cytoredukcyjne hydroksykarbami-
dem, a następnie, z powodu braku satysfakcjonują-
cego zmniejszenia liczby płytek krwi — anagrelidem.
W lutym 2007 roku chorą zakwalifikowano do
terapii nilotynibem w ramach badania klinicznego.
Lek stosowano w dawce 2 razy 400 mg na dobę,
doustnie. W trakcie terapii obserwowano objawy
toksyczności wątrobowej leku (stopień 2/3) według
NCCI (National Cancer Center Institute). Maksy-
malną odpowiedź na leczenie w postaci MCyR uzy-
skano w lutym 2008 roku — 14,5% metafaz z obecną
t(9;22)(q34;q11). Niestety, w sierpniu 2008 roku
potwierdzono jej utratę. W wykonanym wówczas
badaniu kariotypu wykazano ponadto progresję cy-
togenetyczną: mos46,XX,t(9;22)(q34;q11)[16]/
/47,XX,+8[4]/46,XX[5]. Zgodnie z protokołem ba-
dania pacjentkę wyłączono z próby klinicznej z po-
wodu utraty odpowiedzi cytogenetycznej i klinicz-
nej w listopadzie 2008 roku.
Wykonana w tym czasie szczegółowa ocena
przyczyn oporności na nilotynib wykazała obecność
mutacji Y253H w obrębie KD BCR-ABL1 (ryc. 1.A).
Z tego powodu w styczniu 2009 roku zdecydowano
o wdrożeniu leczenia dazatynibem, początkowo
w dawce 100 mg na dobę, a następnie — z powodu
wystąpienia objawów toksyczności hematologicznej
(liczba płytek = 9 G/l) — w dawce zmniejszonej do
80 mg na dobę. W związku z utrzymującą się mało-
płytkowością, wymagającą okresowej substytucji
koncentratu krwinek płytkowych, lek czasowo od-
stawiono (na 4 tyg.). W kwietniu 2009 roku ponow-
nie włączono dazatynib w dawce 80 mg, uzyskując
CHR po 6 tygodniach. Przeprowadzona w tym cza-
sie ilościowa ocena molekularna wykazała 37% ko-
pii BCR-ABL1/c-ABLIS. Progu większej odpowiedzi
molekularnej (MMolR, major molecular response)
nie osiągnięto także w czasie kolejnych 6 miesięcy
terapii (BCR-ABL1/c-ABLIS w lipcu i październiku
2009 r., odpowiednio: 60% i 37%).
W listopadzie 2009 roku doszło u chorej do
utraty CHR (liczba płytek = 493 G/l). Niestety,
ponowne zwiększenie dawki dazatynibu do 100 mg
na dobę, przy dobrej tolerancji leczenia, również nie
przyniosło poprawy. W marcu 2010 roku rozpozna-
no drugą fazę akceleracji — 13% mieloblastów
w rozmazie krwi obwodowej, liczba płytek równa
700 G/l, 100% metafaz z obecną t(9;22)(q34;q11).
W badaniu sekwencji KD BCR-ABL1 nie potwier-
dzono obecności mutacji Y253H. Wykazano nato-
miast obecność zmiany F317L (region wiążący
adenozynotrifosforan [ATP, adenosine triphospha-
te]) (ryc. 1.B). Z tego powodu, na podstawie ana-
lizy tabel wrażliwości poszczególnych mutantów
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KD BCR-ABL1 w warunkach in vitro (IC50 — stę-
żenie leku hamujące aktywność kinazy do 50%),
zdecydowano o ponownym włączeniu terapii ni-
lotynibem w dawce 2 razy 400 mg na dobę, do-
ustnie. Ponowna ocena hematologiczna, przepro-
wadzona w maju 2010 roku, potwierdziła CHR
(liczba płytek = 90 G/l).
Dyskusja
U chorych na CML potwierdzono występowa-
nie niestabilności genomowej. Postuluje się, że jest
ona głównie wynikiem ekspozycji komórek CML na
patologicznie wysoką aktywność kinazy tyrozyno-
wej BCR-ABL1. Jej skutkiem jest generacja dużej
ilości wolnych rodników uszkadzających DNA [13].
Pośredniczona przez kinazę BCR-ABL1 generacja
wolnych rodników oraz upośledzona regulacja pro-
cesów naprawy DNA są odpowiedzialne za mutacyj-
ny fenotyp komórek CML i ich niestabilność geno-
mową. Molekularnym wykładnikiem niestabilności
genetycznej komórek CML jest występowanie
mutacji BCR-ABL1 i dodatkowych zaburzeń cyto-
genetycznych [14–16].
Wydaje się, że częstość aberracji molekular-
nych w komórkach CML zależy od okresu naraże-
nia na wysoką aktywność kinazy tyrozynowej BCR-
-ABL1. Potwierdzeniem tej hipotezy są dane doty-
czące częstości mutacji KD BCR-ABL1 u chorych
w chwili rozpoznania oraz u wcześniej leczonych
osób — wykazano w nich, że jedynie u części pa-
cjentów można za pomocą czułych testów moleku-
larnych wykazać obecność mutacji KD BCR-ABL1
w okresie przed rozpoczęciem leczenia IM [17].
Częstość ich występowania jest natomiast znaczą-
co wyższa u chorych w CP ze stwierdzoną oporno-
ścią na IM — dowiedziono, że są one obecne u 27%
badanych osób w CP, u 14% pacjentów, u których
IM był stosowany w I linii terapii oraz u 31% cho-
rych opornych na IM, którzy uprzednio doświadczyli
niepowodzenia terapii IFNa. Defekty molekularne
KD BCR-ABL1 szczególnie często dotyczą osób
w bardziej zaawansowanych stadiach choroby — ich
obecność stwierdzono odpowiednio u: 52%, 75%
i 83% pacjentów w fazie akceleracji, przełomów
mieloblastycznego i limfoblastycznego [18].
Jednym z badań dobrze dokumentujących czę-
stość występowania mutacji u chorych z CML le-
czonych IM jest badanie IRIS. W próbie tej po 5 la-
tach leczenia oporność na IM potwierdzono u 14%
pacjentów [19]. Po wykluczeniu wielu innych przy-
czyn oporności, w tym między innymi nadmiernej
ekspresji BCR-ABL1, obniżenia wewnątrzkomór-
kowego stężenia leku w mechanizmie zależnym od
organicznego transportera kationów typu 1 (OCT-1, or-
ganic cation transporter 1) czy też nadmiernej ekspre-
sji kinaz Src zaangażowanych w niezależną od BCR-
-ABL1 aktywację innych szlaków przekazywania sy-
gnału (w tym przez kinazy Lyn i Hck), okazało się, że
40% przypadków oporności to wynik obecności mu-
tacji KD BCR-ABL1 prowadzących do substytucji ami-
nokwasowych upośledzających wiązanie IM [20, 21].
Rycina 1. Ocena obecności mutacji w obrębie sekwencji
kodującej strukturę domeny kinazowej kinazy tyrozyno-
wej BCR-ABL1 techniką bezpośredniego sekwencjono-
wania oraz elektroforezy w żelu o podwójnym gradien-
cie denaturacji i gęstości u chorej z przewlekłą białaczką
szpikową, z niepowodzeniem terapii imatynibem i stwier-
dzoną opornością mutacyjną na nilotynib (Y253H) (A)
i dazatynib (F317L) (B); WT — typ dziki, obraz rozdziału
elektroforetycznego fragmentu niezawierającego muta-
cji; Y253H — obraz tworzących się homo- i heterodu-
pleksów w chwili stwierdzenia oporności na nilotynib;
F317L — obraz tworzących się homo- i heterodupleksów
w chwili stwierdzenia oporności na dazatynib
Figure 1. The estimation of presence of mutations in
the sequence encoding the structure of kinase domain
of BCR-ABL1 using direct sequencing techniques and
double-gradient denaturing electrophoresis in a patient
with chronic myeloid leukemia after imatinib therapy
failure and mutational resistance to nilotinib (Y253H)
(A) and dasatinib (F317L) (B); WT — wilde type, electro-
phoresis of the fragment without mutation; Y253H —
homo- and heteroduplexes formation upon resistance to
nilotinib; F317L — homo- and heteroduplexes forma-
tion upon resistance to dasatinib
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Jak dotąd zidentyfikowano ponad 70 różnych
mutacji KD BCR-ABL1 u chorych leczonych TKI.
Szczegółowa analiza lokalizacji wymienionych mu-
tacji wykazała, że około 40% z nich jest zlokalizo-
wanych w obrębie pętli wiążącej ATP, 25% doty-
czy Thr315, 25% — pętli katalitycznej, a 5% —
sekwencji aminokwasowej pętli aktywacyjnej [22–
–24]. Około 50 spośród wymienionych mutacji KD
BCR-ABL1 odpowiada za oporność na IM. W bada-
niach eksperymentalnych potwierdzono, że naj-
większy stopień oporności na IM wykazują mutan-
ty Y253F/H oraz E255K/V [24, 25].
Obecność jednej z wyżej wymienionych muta-
cji (Y253H) potwierdzono u prezentowanej chorej
w chwili utraty MCyR w trakcie leczenia nilotyni-
bem, po uprzednim niepowodzeniu terapii za po-
mocą IFNa i IM. Dane dotyczące wrażliwości po-
szczególnych mutantów BCR-ABL1 na TKI wska-
zują, że obecność mutacji Y253H prowadzi do
zniesienia wrażliwości na IM (IC50 > 6400 nM),
umiarkowanej wrażliwości na nilotynib (IC50 niloty-
nibu 450 nM), nie wpływając na efekt inhibitorowy
dazatynibu [24]. U przedstawianej chorej klon ko-
mórek CML z mutacją Y253H prawdopodobnie nie
był klonem dominującym przed rozpoczęciem lecze-
nia IM, a także w chwili podjęcia terapii nilotyni-
bem. Może o tym świadczyć dobra początkowa od-
powiedź na zastosowanie leczenie (uzyskanie CHR,
a następnie MCyR). Nie można jednak wykluczyć,
że jej pojawienie się było wynikiem hamowania
przez nilotynib wzrostu klonów komórek CML,
z mutacjami BCR-ABL1 wrażliwymi na lek i bez
nich, co doprowadziło do propagowania wzrostu klo-
nów komórkowych z silną ekspresją kinaz Src lub
innych kinaz odpowiedzialnych za niezależną od
BCR-ABL1 proliferację oraz klonów komórek CML
z mutacjami opornymi na lek II generacji (presja se-
lekcyjna TKI). Potwierdzeniem wystąpienia selek-
cji klonalnej u opisanej pacjentki wydaje się także
wystąpienie mozaicyzmu w badaniu kariotypu
w chwili utraty odpowiedzi na nilotynib. Hipotezę
tą uwiarygodniają dane Shah i wsp. [26], a także
Breccia i wsp. [10] potwierdzające występowanie
zjawiska selekcji klonów komórek CML opornych
na lek w trakcie terapii sekwencyjnej za pomocą
TKI II generacji.
W świetle dostępnych danych zjawisko presji
selekcyjnej jest szczególnie wyraźne w przypadku
stosowania TKI w sposób sekwencyjny. Spostrze-
żenia te potwierdzają obserwacje własne autora
dotyczące prezentowanej pacjentki, u której zasto-
sowanie nilotynibu w związku z opornością IM do-
prowadziło do wyselekcjonowania klonu Y253H,
a dazatynibu — do zaniku klonu Y253H i powsta-
nia/selekcji klonu z mutacją F317L KD BCR-ABL1,
niewrażliwego na działanie leku i wrażliwego na
efekt inhibitorowy nilotynibu. Wydaje się, że zjawi-
sko presji selekcyjnej w przypadku sekwencyjnego
stosowania TKI może mieć istotne implikacje tera-
peutyczne — nie można wykluczyć, że u wybranych
chorych z opornością mutacyjną na IM jedynie jed-
noczesne zastosowanie dwóch TKI II generacji
umożliwi uzyskanie trwałej poprawy hematologicz-
nej, cytogenetycznej, a także molekularnej [27].
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